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Seznam uporabljenih kratic in simbolov 
3T1 nanotelo M33 z mutacijami K19E, D72E in K75H 
4T5 nanotelo M33 z mutacijami K19E, A74H in K75E 
Asp aspartatna kislina (D) 
CBB angl.  Comassie Brilliant Blue 
EDTA 2-((karboksimetil) amino) ocetna kislina 
FPLC tekočinska kromatografija za hitro ločevanje proteinov, angl. fast 
protein liquid chromatography 
Glu glutaminska kislina (E) 
HCAb protitelo, sestavljeno samo iz težke verige, angl. heavy chain 
antibody 
His Histidin (H) 
IgG imunoglobulin G 
IMAC kolona z imobiliziranimi kovinskimi ioni angl. immobilized metal 
affinity chromatography 
LB angl. lysogeny broth 
LIC od ligacije neodvisno kloniranje, angl. ligase independant cloning 
MCS multiplo klonirno mesto, angl. multiple cloning site 
MLKL kinazi podoben protein mešanega rodu, angl. mixed lineage kinase 
domain-like 
NaDS-PAGE poliakrilamidna gelska elektroforeza z natrijevim dodecil sulfatom 
OD600 optična gostota pri valovni dolžini 600 nm 
PCR verižna reakcija s polimerazo, angl. polymerase chain reaction 
QCII mutageneza s PCR, QuikChange II 
RBS  mesto vezave ribosoma, angl. ribosome binding site 
SEC kromatografija z ločevanjem po velikosti angl. size exclusion 
chromatography 
VHH variabilna domena HCAb 
VH variabilna domena težke verige imunoglobulina 
VL variabilna domena lahke verige imunoglobulina 
TCA triklorocetna kislina 








Priprava in karakterizacija nanoteles 4T5 in 3T1 
Povzetek  
Nanotelesa so variabilne domene HCAb (angl. heavy chain antibody), ki jih najdemo v 
družini Chamelidae. So majhna, stabilna, v obliki samostojne domene, imajo veliko 
afiniteto do antigena in jih je enostavno izražati v bakterijskih sistemih. Zaradi svojih 
dobrih lastnosti na veliko področjih prekašajo in izpodrivajo navadna tetramerna 
protitelesa. V diplomskem delu smo raziskovali dva mutanta nanotelesa M33 z afiniteto 
do MLKL. Mutanta, nanotelesi 4T5 in 3T1, sta bili pripravljeni tako, da bi lahko tvorili 
homodimer s pomočjo kobaltovih ionov. Avtoindukcijsko smo ju izrazili v bakterijskem 
sistemu BL21[DE3]. Izolirali smo ju iz inkluzijskih telesc in ju renaturirali ter očistili s 
pomočjo histidinske oznake s kolono IMAC na napravi FPLC. Oznako His smo odcepili 
s proteazo TEV. Nanotelesi 4T5 in 3T1 smo nanesli na kolono za kromatografijo z 
ločevanjem po velikosti, nato pa smo na kolono za kromatografijo z ločevanjem po 
velikosti nanesli še nanotelo 4T5 v prisotnosti kobaltovih ionov, da bi ugotovili, če pride 
do dimerizacije. Tvorba homodimera pod uporabljenimi pogoji ni potekla. 
Ključne besede: nanotelo, enodomensko protitelo, koordinacija kovinskih ionov, 
dimerizacija, inkluzijska telesca. 
 
Preparation and characterisation of nanobodies 4T5 and 3T1 
Abstract 
Nanobodies are HCAb derived single-domain antibodies found in Chamelidae serum. 
Their small size, stability, high antigen affinity and ability of expression in bacterial 
systems are useful assets in research areas, where affinity is a useful property. We used 
two M33 nanobody mutants, which have MLKL affinity. Mutant nanobodies 4T5 and 
3T1 were designed to form a homodimer in the presence of cobalt ions. Expression by 
autoinduction was performed in BL21[DE3]. Nanobodies were isolated from inclusion 
bodies and later refolded by sulfonation and renaturation. Purification was done via His-
tag and IMAC on FPLC. We removed His-tag by TEV protease cleavage. Size exclusion 
liquid chromatography was used to test the dimerization of 4T5 nanobody, which did not 
occur under the conditions that were used.  










Poznavanje strukture proteinov je zelo uporabno, saj nam struktura proteina da boljši 
vpogled v njegove lastnosti. Te so temeljne pri raziskovanju bolezni, razvijanju zdravil, 
načrtovanju proteinov za industrijsko uporabo in podobno. 
Nanotelesa lahko služijo kot kristalizacijski šaperoni, ki lahko drugim proteinom nudijo 
ugodne interakcije ter jim pomagajo pri kristalizaciji [1, 2]. 
1.1 Nanotelo 
V krvnem serumu družine Camelidae poleg tetramernih protiteles, ki so sestavljena iz 
dveh lahkih in dveh težkih verig, najdemo tudi homodimerna protitelesa, ki so sestavljena 
le iz dveh težkih verig (heavy chain antibody; HCAb) (slika 1.1). To so posebni tipi 
protiteles IgG [1, 2]. 
 
Slika 1.1 Primerjava tetramernega IgG in HCAb; ter VHH domene ali nanotelesa [3] . 
Glavna razlika med tetramernimi protitelesi in HCAb je, da se tetramerna protitelesa na 
antigen vežejo z variabilnima regijama lahke in težke verige, torej z dvema domenama, 
skupaj ju imenujemo Fab fragment (angl. antigen-binding fragment), HCAb pa se veže 
na antigen le z variabilno regijo težke verige. N-končna domena HCAb, ki vsebuje 
variabilno regijo, se imenuje nanotelo ali VHH regija. Ta je stabilna tudi v samostojni 
obliki. Stabilnost je povečana z večjim številom majhnih in hidrofilnih aminokislin na 
mestu, kjer bi težka veriga asociirala z lahko verigo, in je zato nanotelo tudi bolje topno. 
Kljub temu, da sta variabilnost in stična površina z antigenom pri nanotelesu manšja kot 
pri Fab fragmentu, je afiniteta nanotelesa do antigena primerljiva z afiniteto Fab 
fragmenta [1]. 
Nanotelo je sestavljeno iz treh hipervariabilnih (HV) regij, ki jih sestavljajo tri zanke, in 
preostalega bolje ohranjenega dela, devetih β-ploskev in ene disulfidne vezi. HV zanke, 
označene H1–H3, so daljše od zank pri tetramernih protitelesih, med njimi je najdaljša 
H3 zanka. Gibljivost H3 zanke je omejena z disulfidno vezjo, da fleksibilnost zanke ne 









povečanju površine, ki interagira z antigenom, in tako ustvarijo skoraj tako veliko 
površino, kot jo ima šest zank v tetramernem protitelesu [1]. 
1.2 Uporaba nanoteles 
Nanotelesa so majhni proteini velikosti okoli 14 kDa z zelo specifično strukturo, poleg 
tega nimajo posebnega glikozilacijskega vzorca. So stabilni proteini pri koncentracijah 
do 1 do 10 mg/mL. Tudi v prisotnosti kemijskih denaturantov in pri višjih temperaturah 
relativno dobro ohranijo strukturo ter obdržijo visoko afiniteto do antigena. Nanotelesa je 
mogoče enostavno izražati v bakterijskih ekspresijskih sistemih, kar zelo poenostavi 
njihovo pridobivanje v primerjavi s tetramernimi protitelesi. Zaradi svoje majhnosti, 
topnosti in stabilnosti niso imunogena [1]. 
Ker imajo nanotelesa veliko dobrih lastnosti, je veliko raziskav usmerjenih v njihovo 
aplikacijo na področjih, kjer je uporabna njihova afiniteta. V zdravstvu in diagnostiki se 
uporabljajo za pasivno imunizacijo, ciljno dostavo zdravil, vezavo v aktivna mesta 
encimov ter v biosenzorjih. V laboratorijih se uporabljajo kot orodje pri raziskovanju 
lokalizacije v celicah, identifikaciji posameznih proteinov in kristalizaciji 
proteinov [1, 2]. 
1.3 Oblikovanje nanoteles 4T5 in 3T1 
Kristalne strukture proteinov, katerih kristali so vsebovali kobaltove ione, so bile 
analizirane z računalniškimi programi, da bi ugotovili, katere aminokisline se pojavljajo 
okoli mesta, kjer leži kobaltov ion. Med proteini, ki v kristalni strukturi vsebujejo 
kobaltov ion, so bili izbrani tisti, ki so imeli kobaltov ion ob zunanji površini, ne v 
notranjosti. Rezultat analize je bil izbor aminokislin, ki potencialno lahko koordinirajo 
kobaltov ion. Najpogostejši aminokislinski ostanki so bili His, Glu in Asp. Strukture 
proteinov so bile glede na koordinacijsko geometrijo kobaltovih ionov tetraedrične in 
oktaedrične [4]. 
Za modifikacijo je bilo izbrano nanotelo M33, ki ima afiniteto do N-končne domene 
MLKL, ki je odgovorna za celično smrt [5]. MLKL sodeluje pri nekroptozi, tipu celične 
smrti. Ideja je bila, da bi mutanti M33 preko tvorbe homodimera in vezave na MLKL 
pomagali pri stabilizaciji in kristalizaciji MLKL v kompleksu z M33. Dve takšni 
nanotelesi sta 4T5 in 3T1 in imata tetraedrično koordinacijsko geometrijo. 
Za stično površino je bila zaradi najboljše simetrije izbrana β-ploskev. S pomočjo dveh 
računalniških skript so bile predlagane mutacije in položaji teh mutacij v nanotelesu. 
Razvrščene so bile hierarhično po verjetnosti, da pri določenem setu mutacij v prisotnosti 
kobaltovih ionov pride do tvorbe homodimera. Nanotelesi 4T5 in 3T1 sta bili v setu 
najbolj ugodnih mutantov s tetraedrično geometrijo koordinacije kobaltovih ionov. 
Teoretično sta bili oblikovani tako, da dve nanotelesi dimerizirata preko dveh kobaltovih 




Slika 1.2 Prikaz predvidene koordinacije kobaltovega iona v obliki homodimera pri nanotelesu 4T5. 
Slika je bila pridobljena s pomočjo programa UCSF Chimera in pdb datotek, ki jih je naredil Nejc 
Arh [4, 6]. 
 
 
Slika 1.3 Prikaz predvidene koordinacije kobaltovega iona v obliki homodimera pri nanotelesu 3T1. 
Slika je bila pridobljena s pomočjo programa UCSF Chimera in pdb datotek, ki jih je naredil Nejc 









2 Namen dela in hipoteze 
2.1 Namen dela 
V okviru diplomske naloge smo želeli v bakterijskem sistemu E. coli seva BL21[DE3] 
izraziti dva mutanta nanotelesa M33, 4T5 in 3T1, ter ju izolirati iz inkuzijskih telesc. 
Mutanta sta bila zasnovana tako, da naj bi v prisotnosti kobaltovih ionov tvorila 
homodimere. Zmožnost tvorbe dimerov smo želeli preveriti s kromatografijo z 
ločevanjem po velikosti.  
2.2 Hipoteza 
Nanotelesi 4T5 in 3T1, ki sta mutanta nanotelesa M33, katerih mutacije so bile zasnovane 
z računalniškim načrtovanjem na podlagi lastnosti drugih proteinov, v prisotnosti 








3 Materiali in metode 
3.1 Materiali 














Opomba: * v zaporedju označuje stop kodon. 
3.1.2 Plazmid pMCSG7 z vstavljenim zapisom za mutanta M33 
Za izražanje nanotelesa M33 smo uporabili ekspresijski vektor pMCSG7. Zapis za M33 
je bil v vektor vstavljen z od ligacije neodvisnim kloniranjem (LIC) na mestu SspI 
(AATATT) in mutiran v nanotelesi 4T5 in 3T1 po modificiranem protokolu mutageneze 
QuikChange II. LIC in mutagenezo je naredil Nejc Arh v okviru diplomskega dela [4]. 
 
Slika 3.1 Karta plazmida pMCSG7 z vstavljenim zapisom za M33 Slika je bila pridobljena s pomočjo 
programa Geneious Prime [7]. 
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Plazmid pMCSG7 ima mesto Ori za pomnoževanje v bakterijah, gen za protein ROP, ki 
v E. coli regulira replikacijo plazmida v smislu, da zmanjša frekvenco replikacije [8]. 
Vsebuje tudi AmpR in njegov promotor, ki nosi zapis za rezistenco proti β-laktamaznim 
antibiotikom, kot je ampicilin. Gen za lacI, ki se izraža pod vplivom lacI promotorja, nosi 
zapis za inhibitor laktoznega operona, na katerem temelji avtoindukcija. Na vektorju 
ležita tudi promotorja T7 in lac. T7 je močan promotor na katerega se veže T7 RNA 
polimeraza, ta je zapisana v kromosomu BL21[DE3], na lac promotor in mesto vezave 
ribosoma (angl. ribosome binding site; RBS) pa se veže represor LacI, če v mediju ni 
prisotnega induktorja. Promotorski regiji sledi N-končna His oznaka, sestavljena iz 
ponovitve šestih histidinov, vektor pa omogoča tudi dodajanje His oznake na C-končni 
regiji proteina. Vektor ima še zapis za vezavno mesto za proteazo TEV in restrikcijsko 
mesto za SspI (AATATT), ki omogoča vstavljanje proteina, ki ga želimo klonirati z 
metodo LIC [9]. Na sliki 3.1 je v vektor vstavljeno nanotelo M33. Za njim leži še T7 
terminator.  
3.1.3 Aminokislinsko zaporedje mutantov 
Mutiranim konstruktom smo dali določiti zaporedje, kar je opravilo podjetje GATC. 
Primerjali smo določeno zaporedje in zaporedje plazmida z vstavljenim nanotelesom 
M33 v programu Geneious Prime in ugotovili, da so nastale pričakovane mutacije [7]. 










Tabela 3.1 Predstavljene so mutacije posameznega nanotelesa. Mutacije so obarvane modro oz. roza. 
Aminokislina v M33 Aminokislina v 4T5 Aminokislina v 3T1 
K 19 E E 
D 72 D E 
A 74 H A 





3.1.4 Pufri in raztopine 
Pri laboratorijskem delu smo uporabili pufre in raztopine navedene v tabeli 3.2. 
Tabela 3.2 Navedeni so vsi pufri in raztopine, ki smo jih uporabljali. 
ime komponente koncentracija 
Tris NaCl pufer (s 6M 
ureo) pH = 7,5 
Tris 50 mM 
NaCl 500 mM 
imidazol 20 mM 
(urea) 6 M 
pufer za ločevalni gel  
pH = 8,8 
Tris 1,5 M 
pufer za koncentracijski 
gel  
pH = 6,8 
Tris 0,5 M 
10× NaDS-pufer 
Tris 248 mM 
NaDS 35 mM 
glicin 1,9 M 
barvalna raztopina 
CBB R250 0,29 mM 
etanol (99,9%) 30% 
ocetna kislina (100%) 7% 
razbarvalna raztopina 
etanol 30% 
ocetna kislina 10% 
5× NADS-PAGE 
nanašalni pufer 
1 M Tris HCl 
 pH = 6,8  
250 mM 
glicerol 30 % 
NaDS 347 mM 
bromfenol modro 0,75 mM 
TE(S) 
Tris 50 mM 
EDTA 40 mM 
(saharoza) 25% m/v 
TE z 0,5 M ureo 
Tris 50 mM 
EDTA 40 mM 
urea 0,5 M 
TE z 1 M ureo 
Tris 50 mM 
EDTA 40 mM 
urea 1 M 
7 M gvanidinijev 
hidroklorid z 0,3 M 
Na2SO3 








2× renaturacijski pufer 
 pH = 8 
borova kislina 100 mM 
CaCl2 40 mM 
L-cistein 32 mM 
L-cistin 4 mM 
EDTA 4 mM 
navadni dializni pufer 
 pH = 7,4 
NaCl 150 mM 
Tris 20 mM 
dializni pufer za cepitev s 
proteazo TEV 
 pH = 7,4 
NaCl 500 mM 
Tris 50 mM 
EDTA 2 mM 
glicerol 3,3 % 
β-merkaptoetanol 2 mM 
vezavni pufer 
 pH = 7,4 
NaCl 500 mM 
Tris 20 mM 
imidazol 20 mM 
elucijski pufer 
 pH = 7,4 
NaCl 500 mM 
Tris 50 mM 
imidazol 300 mM 
SEC pufer 
pH = 7,4 
NaCl 150 mM 
Tris 20 mM 
SEC pufer s Co2+ 
pH = 7,4 
NaCl  150 mM 
Tris 20 mM 
CoCl2 × 6 H2O 2,74×10-2 M 
TCA TCA 100 % (w/v) 
Thannhauserjev reagent 




Na2SO3 1 M 
 
Opomba: Thannhauserjev reagent smo pred uporabo inkubirali pri 37 °C in prepihavali s 
kisikom do stabilne rumene barve. 
3.1.5 Gojišča 
V tabeli 3.3 so navedena gojišča, ki smo jih uporabili za izražanje E.coli seva BL21[DE3]. 




tekoče gojišče LB 
pepton 1 g 
kvasni ekstrakt 0,5 g 
NaCl 1 g 
trdno gojišče LB pepton 1 g 
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kvasni ekstrakt 0,5 g 
NaCl 1 g 
agar 1,5 g 
50× M 
 pH = 6,7 
H2O 80 mL 
Na2HPO4 17,75 g 
KH2PO4 17,0 g 
NH4Cl 13,4 g 
Na2SO4 3,55 g 
neindukcijsko gojišče 
MDG 
1 M MgSO4 0,2 mL 
25 % aspartat 1 mL 
40 % glukoza 1,25 mL 
50x M 2 mL 
ZY 
N-Z amin 1 g 
kvasni ekstrakt 0,5 g 
50× 5052 
glicerol 25 g 
H2O 73 mL 





ZY 95,7 mL 
1M MgSO4 0,2 mL 
50 × 5052 2 mL 
50 × M 2 mL 
 
Opomba: Vse komponente smo sterilizirali z avtoklaviranjem ali s filtriranjem skozi filter 
s porami velikosti 0,20 µm ter gojišča pripravili aseptično ob plamenu ali v laminarju. 
3.1.6 Reagenti 
Uporabili smo reagente navedene v tabeli 3.4. 
Tabela 3.4 Navedeni so vsi reagenti, ki smo jih uporabili in njihovi proizvajalci. 





akrilamid : bisakrilamid (37 : 1) Fluka 
ampicilin Fischer Scientific 
APS Invitrogen 
aspartat Sigma-Aldrich 
borova kislina Sigma-Aldrich 




CBB R250 Sigma-Aldrich 
CoCl2 × 6H2O Sigma Aldrich 
EDTA Sigma-Aldrich 
etanol ECP (Stella) 
glicerol Fischer chemical 
D - (+) Glukoza Sigma-Aldrich 
gvanidinijev hidroklorid Sigma-Aldrich 
HCl Honeywell 




KH2PO4 Fischer BioReagents 
kvasni ekstrakt Biolife 
L-cistein hidroklorid monohidrat Sigma-Aldrich 
L-cistin Aldrich Chemistry 
lizocim Sigma-Aldrich 
MgSO4 Honeywell 
N-Z amin Sigma-Aldrich 
Na2HPO4 Fischer BioReagents 
Na2SO3 Sigma-Aldrich 
Na2SO4 Fluka Analytical 
NaCl Gram mol 
NaOH J.T.Baker 
NH4Cl Panreac 
ocetna kislina Gram mol 
pepton Sigma-Aldrich 
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3.2.1 Transformacija celic E. coli BL21[DE3] 
Alikvot bakterijskih celic E. coli seva BL21[DE3] in plazmid pMCSG7 z ustreznim 
mutantom smo 10 min odtajali na ledu. Nato smo v mikrocentrifugirko z alikvotom 
bakterij dodali 50 ng plazmida, kar je ustrezalo 1 µL raztopine plazmida. Mešanico 
bakterij in plazmida smo na ledu inkubirali 20 min, nato smo izvedli toplotni šok pri 
42 °C, ki je trajal 45 s. Mikrocentrifugirko smo nato inkubirali na ledu 2 min. Po 
inkubaciji smo pri sobni temperaturi dodali 400 µL LB gojišča in bakterije inkubirali 
1 uro pri 37 °C ob stresanju na 130 rpm v stresalniku SANYO orbital incubator. 50 µL 
bakterij iz LB gojišča smo nacepili na LBA ploščo ter jo inkubirali čez noč pri 37 °C. Vsi 
delovni postopki so potekali aseptično ob plamenu ali v laminarju Iskra PIO. 
3.2.2 Precepitev v MDG in LBA 
Po približno 16-urni inkubaciji LBA plošče smo po eno kolonijo transformiranih bakterij 
s pomočjo nastavka pipete aseptično precepili v 20 mL tekočega neindukcijskega gojišča 
MDG in dodatno še v 20 mL tekočega gojišča LBA [10]. Gojišči smo inkubirali pri 37 °C 
ob stresanju na 130 rpm čez noč. 
3.2.3 Poskusna indukcija v gojišču ZYM-5052 
Vnaprej pripravljenemu in avtoklaviranemu ZY smo dodali še ostale sestavine in zmešali 
25 mL indukcijskega gojišča ZYM-5052 [10]. 25 µL bakterijske kulture iz 
neindukcijskega gojišča MDG smo precepili v pripravljeno tekoče indukcijsko gojišče 
ZYM-5052 in pri 37 °C ob stresanju na 130 rpm inkubirali čez noč. 
Pripravili smo tudi trajno kulturo, kar smo storili tako, da smo v kriovialo odpipetirali 
700 µL bakterijske kulture iz neindukcijskega gojišča MDG in jim dodali 300 µL 
glicerola kot krioprotektanta. Trajno kulturo smo zmrznili na –80 °C. 
Čez 23 ur smo avtoinducirani kulturi začeli meriti absorbanco in jo merili tako dolgo, 
dokler se ta ni ustalila ali začela rahlo padati, da smo dobili čim večjo maso bakterijskih 
celic. Avtoindukcijske bakterijske kulture smo pri merjenju absorbance 10-krat redčili, 
torej smo 100 µL avtoindukcijske bakterijske kulture dodali 900 µL gojišča ZYM-5052. 
Ko je absorbanca prenehala naraščati, smo bakterijske kulture centrifugirali 15 minut pri 
8000 g, zavrgli supernatant in pelet resuspendirali v vezavnem pufru Tris|HCl, katerega 
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 .  
Resuspendirane bakterijske celice smo shranili na –80 °C. 
3.2.4 Analiza proteinov 
Vzorce smo naslednji dan odmrznili na ledu. Bakterijske celice smo razbijali z malim 
ultrazvočnim razbijalnikom Hielscher UP100H Ultrasonic Processor na ledu v hladni sobi 
pri nastavitvah 0,9 cikla in 80-odstotni amplitudi, 4-krat po 3 minute oz. dokler je vzorec 
prenehal biti viskozen. 
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Iz lizata smo nato pripravili pet vzorcev za nanos na poliakrilamidni gel in izvedbo NaSD-
PAGE (poliakrilamidna gelska elektroforeza z natrijevim dodecil sulfatom). Odvzeli smo 
20 µL lizata, 1 mL lizata pa smo centrifugirali 20 min pri 16000 g pri 4 °C. Supernatant 
smo prenesli v novo mikrocentrifugirko, pelet pa smo resuspendirali v volumnu 
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. Odvzeli smo 20 µL supernatanta in 20 µL 
resuspendiranega peleta. Vsem trem vzorcem smo dodali 5 µL 5-kratnega nanašalnega 
pufra z reducentom in jih prekuhali pri 100 °C 4 minute. Tako smo ugotovili v kateri 
frakciji se nahaja protein, v topni ali netopni. Nato smo pripravili še dva vzorca, pri čemer 
smo preverili vezavo na Ni2+ ione. V dve mikrocentrifugirki smo odpipetirali po 20 µL 
resuspendiranih aktiviranih nikljevih kroglic. Te smo najprej dvakrat sprali z MiliQ vodo 
s centrifugiranjem pri 700 g 3 minute, nato smo mikrocentrifugirko z nikljevimi 
kroglicami, ki je bila namenjena analizi topne frakcije, 4-krat sprali z vezavnim pufrom, 
drugo pa z vezavnim pufrom s 6 M ureo, saj je bila namenjena analizi netopne frakcije. 
Med spiranjem smo centrifugirali pri 700 g 3 minute. Po četrtem centrifugiranju smo iz 
mikrocentrifugirk odstranili supernatante in dodali 20 µL primernega vzorca, torej topne 
oz. netopne frakcije. Zmes posameznega vzorca in  kroglic smo ponovno 4-krat sprali z 
ustreznim vezavnim pufrom pri 700 g po 3 minute. Po zadnjem centrifugiranju smo iz 
obeh mikrocentrifugirk odstranili supernatant, dodali po 20 µL 5-krat nanašalnega pufra 
z reducentom in vzorca prekuhali pri 100 °C 4 minute. 
Vlili smo 15-odstotni ločevali gel za NaDS-PAGE s 5-odstotni koncentracijskim gelom, 
saj je protein M33 s histidinsko oznako velik 16,39 kDa. Nanj smo nanesli 8,0 µL 
proteinskega standarda, prikazanega na silki 3.2 in po 15 µL vsakega pripravljenega 
vzorca.  
 











3.2.5 Priprava gela za NaDS-PAGE 
Gel smo pripravili po protokolu v tabeli 3.5. TEMED in 10-odstotni APS smo v mešanico 
dodali tik preden smo vlili gel, saj ta dva tvorita radikale, ki sprožijo polimerizacijo.  
Tabela 3.5 Protokol za pripravo gela za NaDS-PAGE. 
 15-odstotni ločevalni gel 5-odstotni 
koncentracijski gel 
dH2O 3,65 mL 3,08 mL 
pufer za ločevalni gel 
Tris | HCl, pH = 8,8 
2,5 mL / 
pufer za koncentracijski 
gel 
Tris | HCl, pH = 6,8 
/ 1,25 mL 
akrilamid : bisakrilamid  
(37 : 1) 
3,75 mL 0,625 mL 
10-odstotni NaDS 100 µL 50 µL 
TEMED 15 µL 7,5 µL 
10-odstotni APS 60 µL 30 µL 
Opomba:  
 dodali smo dvojno količino 10-odstotnega APS, kot je navedeno v tabeli, da je 
polimerizacija potekla hitreje; 
 akrilamid : bisakrilamid, TEMED in 10-odstotni APS smo v mešanico dodali v 
digestoriju. 
Med stekelca, vstavljena v model, smo najprej vlili ločevalni gel, ko je ta polimeriziral, 
po približno 20 min, pa še koncentracijski gel.  
Stekelci z gelom smo nato vstavili v kadičko za elektroforezo. Kadičko smo napolnili z 
1× NaDS pufrom in nanesli proteinske vzorce. Potem smo kadičko priklopili na električni 
tok 35 mA/gel in napetost 300 V. Elektroforezo smo prekinili po približno 40 minutah 
oz. ko je indikatorska modra linija izstopila in gela.  
3.2.6 Barvanje s Comassie Brilliant Blue in razbarvanje gela 
V veliki stekleni petrijevki smo zmešali 20 mL barvalne raztopine s CBB (angl. Comassie 
Brilliant Blue) in 20 mL 20-odstotne ocetne kisline, ki fiksira proteine v gelu. Po končani 
elektroforezi smo gel prenesli v petrijevko. Pokrito petrijevko z gelom smo v 
mikrovalovni pečici segreli do pojava mehurčkov, nato pa pri sobni temperaturi stresali 
15 minut na napravi za stresanje Labnet Orbit LS.  
Barvalno raztopino smo odlili in gel sprali z vodo ter ga prelili z razbarvalno raztopino. 
Pokrito petrijevko smo stresali še 15 minut. Če se je v tem času gel dobro razbarval, smo 
razbarvalno raztopino odlili in gel sprali z vodo ter ga v vodi tudi hranili. 
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3.2.7 Obarjanje proteinov s TCA 
V vzorcih, v katerih so bili proteini zelo razredčeni, smo vzorcu dodali ¼ volumna 100-
odstotne (w/v) TCA, premešali in inkubirali 20 min na ledu. Mešanico smo nato 
centrifugirali 5 min pri 16000 g. Previdno smo odstranili supernatant, saj v primeru zelo 
majhne koncentracije proteinov oborina ni bila vidna. Oborjene proteine smo vsaj 2-krat 
sprali z 200 µL acetona in jih cetrifugirali pri enakih pogojih kot prej. Aceton smo 
odstranili s kratkim segrevanjem pri 95 °C v odprti mikrocentrifugirki na termobloku Star 
Lab: Smart Instruments Mini Dry Bath. Oborino proteina smo za nanos na NaDS-PAGE 
raztopili v 12 µL in dodali 4 µL 4-kratnega nanašalnega pufra z reducentom. 
3.2.8 Izražanje v velikem merilu 
Izražanje v velikem merilu smo izvedli tako kot izražanje za začetno analizo, razlika je 
bila v tem, da smo pripravili štiri 2 L stresalne erlenmajerice, v katerih je bilo 400 mL 
avtoindukcijskega gojišča ZYM-5052. V vsako smo nacepili 1000-krat manjši volumen 
BL21[DE3] iz neindukcijskega gojišča MDG ali LBA. Inokulirana gojišča smo inkubirali 
pri 37 °C ob stresanju pri 130 rpm v stresalniku SANYO Orbital Incubator. 
Po 23 urah smo začeli periodično meriti gostoto bakterijske kulture, tako da smo 
bakterijsko kulturo 10-krat redčili s sveže pripravljenim gojiščem ZYM-5052 in zmesi 
pomerili absorbanco pri 600 nm. Ko je absorbanca prenehala naraščati, smo gojišče 
centrifugirali 20 min pri 9100 g. Usedlino posameznega gojišča smo resuspendirali v 
40 mL pufra TES in jo v 50-mililitrskih centrifugirkah spravili na –80 °C. 
3.2.9 Izolacija iz inkluzijskih telesc 
Suspenzijo bakterij iz enega avtoidukcijskega gojišča smo odtalili in razredčili na 60 mL. 
Nato smo suspenzijo homogenizirali na ledu s homogenizatorjem Ultra-Turrax. Mešanici 
smo dodali 15 mg lizocima in jo inkubirali 1 uro na ledu. Ob tem smo vsakih 10 min 
mešanico ponovno homogenizirali. Potem smo mešanici dodali še 30 mL pufra TE in 
inkubirali še 30 min. Vseh 90 mL mešanice smo potem razbijali z ultrazvokom na ledu z 
napravo Labsonic 2000. Razbijanje bakterijskih celic z ultrazvokom smo izvedli v treh 
intervalih po 6 min z vmesnimi pavzami do 3 min za ohlajanje vzorca. Dodali smo 
detergent Triton X-100 v končni 0,1-odstotni koncentraciji (900 µL 10-odstotnega 
detergenta Triton X-100). Mešanico smo z ultrazvokom razbijali še nekaj intervalov po 
6 min oz. dokler vzorec ni bil več viskozen. Odvzeli smo alikvot lizata in ga shranili na –
80 °C, preostanek pa smo centrifugirali 30 min pri 22000 g. Na –80 °C smo shranili tudi 
del supernatanta, preostanek smo zavrgli. Usedlino smo resuspendirali v 10 mL pufra TE 
z 0,5 M sečnino ter mešanico centrifugirali 30 min pri 30000 g. Ponovno smo zavrgli 
supernatant, usedlino pa smo resuspendirali v 10 mL pufra TE in mešanico shranili na –
80 °C. 
Suspenzijo bakterijskih celic v pufru TE smo naslednji dan odmrznili in centrifugirali 
30 min pri 30000 g. Zavrgli smo supernatant in pelet resuspendirali v 10 mL pufra TE z 
1 M sečnino, mešanico smo ponovno centrifugirali pri enakih pogojih. Del supernatanta 
smo shranili na –80 °C, pelet pa ponovno sprali s TE pri enakih pogojih. 
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3.2.10 Sulfonacija in renaturacija 
 Usedlino, ki smo jo dobili v postopku izolacije iz inkluzijskih telesc, smo raztopili v 
10 mL sveže pripravljenega 7 M gvanidinijevega hidroklorida z 0,3 M Na2SO3 s pH 8. 
Pelet smo raztapljali približno 2 uri ob mešanju na sobni temperaturi, da smo netopne 
proteine denaturirali in jih s tem raztopili. Neraztopljene delce smo odstranili z 20-
minutnim centrifugiranjem pri 12000 g oz. dlje ali pri višjih obratih, če nam je ostalo več 
fragmentov DNA. Odvzeli smo del supernatanta in del usedline za kasnejšo analizo, ter 
ju shranili na –80 °C. Supernatantu smo med mešanjem dodali 400 µL 
Thannhauserjevega reagenta, pri čemer se je barva reagenta spremenila iz rumene v 
oranžno. S pomočjo Thannhauserjevega reagenta so se prekinile disulfidne vezi. 
Mešanico smo mešali 2,5 min. Nato smo dodali 2 mL 100-odstotne ocetne kisline, pri 
čemer je barva prešla nazaj v rumeno. Po nekaj minutah smo mešanico razredčili s hladno 
destilirano vodo do končne 1-odstotne koncentracije ocetne kisline. Raztopino smo pustili 
na ledu 3 ure. V tem času se je v raztopini oboril protein v obliki belih kosmičev. Kosmiče 
smo od raztopine ločili s 30-minutnim centrifugiranjem pri 22000 g pri 4 °C. Odvzeli smo 
majhen del supernatanta in usedline, ki smo jo resuspendirali v vodi za kasnejšo analizo, 
ter shranili na –80 °C. Preostalo usedlino smo sprali še s hladno destilirano vodo pri 
enakih pogojih centrifugiranja kot prej.  
Belo usedlino smo v 10 mL 5 M gvanidinijevega hidroklorida s pH 8 ob mešanju na 
napravi Tube Roller raztapljali čez noč. 
Ko se je bela usedlina proteinov večinoma raztopila, smo zmes 30 min centrifugirali pri 
22000 g. Supernatant smo z injekcijo ali kapalko počasi dodajali v 50 mL 2-kratnega 
renaturacijskega pufra, razredčenega do 90 mL, kar skupaj z vzorcem torej znaša 100 mL. 
Renaturacija je potekala čez noč ob mešanju pri sobni temperaturi. 
3.2.11 Zamenjava pufra z dializo 
Za zamenjavo pufra v vzorcu smo uporabili dializno črevo SnakeSkin Dialisis Tubing 
3,5 K. Dializno črevo z vzorcem smo potopili v želen pufer in ob mešanju pustili čez noč. 
Zaradi koncentracijskega gradienta snovi prihaja do difuzije le-teh preko membrane. Ker 
je protein večji od por dializnega črevesa, ostaja v črevesu. Tako se zaradi velikega 
volumna snovi razredčijo do zanemarljivo majhne koncentracije [12]. 
Renaturiran vzorec smo dvakrat čez noč dializirali v dializnem pufru, da smo iz pufra 
odstranili specifične sestavine renaturacijskega pufra, predvsem EDTA, ki bi lahko 
kompleksirala nikljeve ione vezane na kolono z imobiliziranimi kovinskimi ioni. 
Dializo smo za zamenjavo pufra uporabili tudi po vsaki IMAC koloni, kjer smo iz 
vezavnega in elucijskega pufra morali odstraniti imidazol, in po cepitvi s proteazo TEV, 
kjer smo morali iz pufra za cepitev s proteazo TEV odstraniti β-merkaptoetanol. 
3.2.12 Izolacija nanoteles z nikljevo afinitetno kromatografijo 
Nikljeva afinitetna kromatografija omogoča enostavno čiščenje proteinov s histidinsko 
oznako. Naši nanotelesi imata N-končno histidinsko oznako. Uporabili smo 1 mL kolono 
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HisTrapTM FF z imobiliziranimi kovinskimi ioni (angl. immobilized metal affinity 
chromatography, IMAC), in sicer nikljevimi dvovalentnimi ioni. Izolacija deluje tako, da 
se histidinska oznaka, ki je sestavljena iz zaporedja šestih histidinskih ostankov, veže na 
imobilizirane nikljeve ione. Tako protein s histidinsko oznako ostane vezan na koloni, 
preostanek pa je v nevezani frakciji. Prisotne so seveda tudi nespecifične interakcije 
nečistoč s kolono, ki pridejo do večjega izraza šele ob zmanjšani koncentraciji 
označenega proteina. Nespecifične interakcije blažita vezavni pufer, ki vsebuje nizko 
koncentracijo imidazola, in visoka ionska jakost. Imidazol z drugimi proteini tekmuje za 
vezavo na imobilizirane nikljeve ione. Označen protein s kolone eluiramo z elucijskim 
pufrom, ki vsebuje višjo koncentracijo imidazola, ki tekmuje za vezavo z označenim 
proteinom. Elucijo lahko izvedemo gradientno ali izokratsko. Vse pufre, ki smo jih 
uporabljali, smo pred uporabo filtrirali [12]. 
Pred nanosom vzorca smo peristaltično črpalko P-1 znamke Pharmacea Fine Chemicals 
sprali z destilirano vodo, jo povezali s kolono IMAC ter še to sprali z 10 mL destilirane 
vode. Kolono smo potem sprali še z 10 mL vezavnega pufra. Vzorec smo pred nanosom 
na kolono filtrirali z filtri KEFO s porami 0,45 µm in 0,20 µm. Nato smo na kolono 
nanesli vzorec. Nevezano frakcijo smo shranili za kasnejšo analizo. Ko je bila kolona 
povezana na črpalko, smo pazili, da pretok ni presegel 1,5 mL/min, saj bi se sefarozne 
kroglice pod prevelikim pritiskom, ki bil posledica visokega pretoka, lahko poškodovale 
in kolona ne bi več učinkovito vezala proteinov. Protein smo s kolone eluirali s pomočjo 
naprave za tekočinsko kromatografijo za hitro ločevanje proteinov (angl. fast protein 
liquid chromatography; FPLC) ÄKTA Amersham Biosciences, ki smo jo tudi pred 
uporabo sprali z destilirano vodo in vezavnim pufrom. Menjavo pufra smo izvedli 
nenadno ob merjenju absorbance pri 280 nm. Ob tem smo zbirali frakcije po 1 mL oz. 
lovili elucijski vrh. Po uporabi smo kolono IMAC sprali z najmanj 10 mL vezavnega 
pufra, 10 mL destilirane vode in 10 mL 20-odstotnega etanola. Hranili smo jo v etanolu 
pri 4 °C. Z vodo in etanolom smo sprali tudi črpalko in napravo za FPLC.  
3.2.13 Merjenje absorbance na napravi Nanodrop 2000c Thermo Scientific 
Pred uporabo smo senzor očistili z destilirano vodo. Napravo smo umerili na slepi vzorec, 
ki predstavlja kemijsko ozadje vzorca, nato nanesli 2 µL vzorca in pomerili absorbanco. 
Tako smo pomerili absorbance nevezane frakcije proti vezavnemu pufru in signifikantnih 
frakcij proti elucijskemu pufru, da bi ugotovili koncentracijo prisotnih proteinov. 
3.2.14 Odcep histidinske oznake s proteazo TEV 
Iz izmerjene absorbance smo s pomočjo ekstinkcijskega koeficienta (ε s His oznako = 1650; 
ε brez His oznake = 30160), ki smo ga izračunali s pomočjo prosto dostopnega programa 
ProtParam [13], in enačbe: 𝐴 = 𝑐 𝑙 ε izračunali približno koncentracijo eluiranega 
proteina in mu dodali po masi 100-krat manjšo maso proteaze TEV. Uporabili smo 
proteazo koncentracije 4,5 mg/mL. Mešanico smo čez noč dializirali v dializnem pufru 
za cepitev s proteazo TEV, naslednji dan pa v navadnem dializnem pufru, da smo 
odstranili β-merkaptoetanol, ki je sestavina dializnega pufra za cepitev s proteazo TEV. 
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3.2.15 Odstranjevanje proteaze TEV in histidinske oznake 
Vzorec smo ponovno s pomočjo črpalke po protokolu za nikljevo afinitetno 
kromatografijo nanesli na kolono, le da smo tokrat nevezano frakcijo shranjevali v 0,5 mL 
alikvotih v mikrocentrifugirke. Tem smo nato pomerili absorbanco proti vezavnemu 
pufru na spektrofotometru Nanodrop, da smo ugotovili, v katerih frakcijah je naš protein. 
Tokrat sta se na kolono vezali histidinska oznaka in proteaza TEV, ki je označena s 
histidinsko oznako. Elucijo smo izvedli brez naprave za FPLC z nenadno zamenjavo 
pufra. Eluat smo zbirali v mikrocentrifugirke kot alikvote z volumom 1 mL in tudi tem 
pomerili absorbanco proti elucijskemu pufru na spektrofotometru Nanodrop. 
Mikrocentrifugirke z eluatom s signifikantno absorbanco smo shranili za kasnejšo 
analizo.  
3.2.16 Koncentriranje in zamenjava pufra s centrifugirnimi filtri Amicon 
Velikost mutanta nanotelesa M33 se je ob cepitvi s proteazo TEV s 16,3 kDa zmanjšala 
na 13,9 kDa, zato smo uporabili centrifugirni filter Amicon s 3K porami, v katerega lahko 
nanesemo največ 4 mL vzorca. 
Pred uporabo smo filter sprali s 4 mL 0,1 M NaOH, s 4 mL destilirane vode in 4 mL 
navadnega dializnega pufra s pH 7,4. Vzorec smo nato koncentrirali s 5 do 10 min 
centrifugiranjem pri 7500 g. 
Centrifugirne filtre Amicon smo uporabili za koncentriranje nekaj mL vzorca do 
0,25 mL. 
3.2.17 Kromatografija z ločevanjem po velikosti 
Kromatografija z ločevanjem po velikosti (angl. size exclusion cromatography; SEC) je 
metoda s pomočjo katere lahko določamo približne velikosti posameznih delcev glede na 
njihov elucijski volumen. V koloni se namreč nahajajo porozne kroglice, v katere lahko 
zaidejo delci določenih velikosti; večji kot so delci, hitreje torej potujejo skozi kolono. 
Porozne kroglice predstavljajo nosilec in stacionarno fazo, mobilno fazo pa predstavlja 
pufer [12]. Kromatografijo smo uporabili za analizo in čiščenje mutantov M33 [12]. 
Hoteli smo ugotoviti, če mutanta M33 v prisotnosti kobaltovih dvovalentnih ionov tvorita 
homodimer. Za nanotelesi 4T5 in 3T1 je bilo teoretično predvidevano, da dve nanotelesi 








Uporabili smo kolono GE Healthcare Superdex 75 10/300 [14] z volumnom 24 mL, ki 
smo jo vezali na ÄKTA FPLC Amersham Biosciences. Kolona je bila pred uporabo 
napolnjena z 2 M raztopino NaCl, zato smo jo spirali z enim volumnom SEC pufra, ki 
smo ga uporabili kot pretočni pufer, s programom Superdex 75 fixed. Zanko za nanos 
vzorca smo sprali z 1 mL pufra. Pretok čez kolono je bil 0,5 mL/min. 
Na kolono smo nanesli približno 100 µL vzorca nanotelesa 4T5 s koncentracijo 
1,162 mg/mL in 100 µL vzorca nanotelesa 3T1 s koncentracijo 0,0285 mg/mL brez 
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kobaltovih ionov. Zbirali smo frakcije po 1,5 mL in lovili elucijski vrh, za katerega smo 
predvidevali, da vsebuje mutanta nanotelesa M33. 
Zmešali smo 150 µL vzorca nanotelesa 4T5 s koncentracijo 0,38 mg/mL in 1 µL založne 
raztopine CoCl2 × 6 H2O z molarno koncentracijo 4,11 × 10-3 M. Nato smo 100 µL 
vzorca nanotelesa 4T5 v prisotnosti CoCl2 × 6 H2O nanesli na SEC kolono. Pretočni pufer 
je bil v tem primeru SEC pufer z enako koncentracijo kobaltovih dvovalentnih ionov, kot 
je bila koncentracija proteina. Ponovno smo zbirali frakcije po 1,5 mL in lovili elucijski 




4 Rezultati in razprava 
4.1 Verifikacija mutacij 
Pred transformacijo bakterijskih celic E. coli z že pripravljenimi plazmidi smo preverili 
zaporedje zapisa za oba mutanta proteina M33 z računalniškim programom Geneious 
Prime [7]. Preverili smo, če so nastale prave mutacije, če je preostalo zaporedje ostalo 
enako in če se je zapis za M33 z od ligacije neodvisnim kloniranjem pravilno vstavil v 
vektor. 
 
Slika 4.1: Primerjava zaporedja plazmida pMCSG7 z vstavljenim zapisom za M33 in določeno 
zaporedje po mutiranju zapisa M33 v nanotelo 4T5 [7]. 
Razlike v nukleotidnem in aminokislinskem zaporedju so označene z določeno barvo 
aminokisline, ujemanje določenega zaporedja in teoretičnega zaporedja pa je označeno z 
modro črto. Zaporedje proteina je obrnjeno, zato začetni Met in His oznaka ležita v tretji 
vrstici. Na sliki 4.1 vidimo, da so nastale mutacije K19E, A74H in K75E, kot je bilo 




Slika 4.2 Primerjava zaporedja plazmida pMCSG7 z vstavljenim zapisom za M33 in določeno 
zaporedje po mutiranju zapisa M33 v nanotelo 3T1 [7]. 
DNA zapis za nanotelo 3T1 se ujema z zapisom za M33 v vseh aminokislinah razen v 
nastalih mutacijah K19E, D72E in K75H (slika 4.2). Tudi te tri mutacije so bile 
načrtovane.  
Zaporedji sta bili pravilni, zato smo bakterije transformirali in pričeli z izražanjem. 
4.2 Transformacije E. coli seva BL21[DE3] 
Bakterijske celice E. coli seva BL21[DE3] smo transformirali z vektorjema, ki sta imela 
preverjeno zaporedje za nanotelesi 4T5 in 3T1. S transformacijo E. coli z vektorjem z 
zapisom za nanotelo 4T5 nismo imeli težav. Zraslo je dovolj kolonij (slika 4.3), da smo 
bakterije lahko precepili v tekoči gojišči MDG in LBA. 
 




Transformacija bakterijskih celic z vektorjem, ki je nosil zapis za nanotelo 3T1, pa ni bila 
tako enostavna. Res je, da je vektor relativno velik, razlog za neuspelo transformacijo pa 
so bile najverjetneje bakterijske celice. Serija BL21[DE3], ki smo jo uporabili, je bila 
slabše kompetentna in je bila zato frekvenca transformacije nižja. Na ploščah je zraslo le 
nekaj majhnih kolonij, ki smo jih precepili v tekoči gojišči. Pri kasnejšem delu smo 
opazili, da so se bakterijski proteini, vključno z nanotelesom 3T1, slabše izražali. Vzrok 
za to je lahko bilo gojišče ali bakterije same.  
4.3 Poskusno izražanje 
4.3.1 Poskusno izražanje nanotelesa 4T5 
Nanotelo 4T5 smo poskusno izrazili v dvakrat po 20 mL avtoindukcijskega gojišča ZYM-
5052 v 100 mL stresalnih erlenmajericah, v katere smo inokulirali 20 µL bakterijske 
kulture iz neindukcijskega gojišča MGD ali LBA gojišča. Po okoli 22 urah inkubacije v 
avtoindukcijskem gojišču se je celična gostota ustalila, torej je absorbanca 10-krat 
redčenega gojišča pri OD600 prenehala naraščati. Povprečno je absorbanca dosegla 
vrednost okoli 0,8. Bakterijske celice E. coli seva BL21[DE3] smo lizirali in analizirali 
posamezne frakcije z NaDS-PAGE. Zanimalo nas je, v kateri frakciji, topni ali netopni, 
se nahaja nanotelo. V posamezno frakcijo smo dodali nikelj kelatne kroglice IMAC 
SepharoseTM 6Fast Flow, na katere naj bi se vezalo nanotelo. S tem smo hoteli ugotoviti 
v kateri frakciji se nahaja nanotelo 4T5 ter zmožnost vezave na Ni2+. 
 
Slika 4.4 Poskusno izražanje nanotelesa 4T5 v E. coli seva BL21[DE3]. Na 15-odstotnem gelu NaDS-
PAGE so nanešeni vzorci: 1-standard, 2-topna frakcijam, 3-druga topna frakcija, 4-netopna frakcija,  
5-druga netopna frakcija, 6-Ni – topna frakcija, 7-druga Ni – topna frakcija, 8-Ni – netopna frakcija,  
9-druga Ni – netopna frakcija. 
M33 s His oznako je velik 16,3 kDa, vendar je iz gela razvidno, da potuje pri navidezni 
molekulski masi okoli 18 kDa. Rezultate elektroforeze vidimo na sliki 4.4. Večina 
nanoteles 4T5 se nahaja v netopni frakciji, kar vidimo v intenzivnih lisah v stolpcih 4 in 












prav tako najdemo v stolpcih 8 in 9, kjer je protein vezan na Ni2+ kroglice. V stolpcih 6 
in 7, ki predstavljata vezavo topne frakcije na Ni2+ kroglice, ne vidimo lis pri 18 kDa, kar 
je razumljivo, saj tudi v stolpcih 2 in 3, ki predstavljata topno frakcijo, ni intenzivnih lis 
pri tej velikosti. Glede na to da se je protein pretežno izrazil v netopni frakciji, smo se 
odločili za izolacijo iz inkluzijskih telesc. Z NaDS-PAGE smo dokazali, da se nanotelo 
4T5 veže na Ni2+ kroglice. 
4.3.2 Poskusno izražanje nanotelesa 3T1 
Po enakem protokolu kot nanotelo 4T5 smo izrazili in analizirali tudi nanotelo 3T1, le 
da smo dve avtoindukcijski gojišči za analizo združili. Tokrat smo na NaDS-PAGE 
nanesli tudi lizat bakterijske kulture za primerjavo količine proteinov v lizatu in 
posameznih frakcijah. 
 
Slika 4.5 Poskusno izražanje nanotelesa 3T1 v E. coli seva BL21[DE3]. Na 15-odstotnem gelu NaDS-
PAGE so nanešeni vzorci: 1-standard, 2-lizat, 3-topna frakcija, 4-Ni – topna frakcija, 5-netopna 
frakcija, 6-Ni – netopna frakcija. 
Ugotovili smo, da je intenziteta lise pri 18 kDa v netopni frakciji po intenzivnosti zelo 
podobna lisi lizata (slika 4.5). Količina topnega proteina je zanemarljiva, kar potrdi tudi 
stolpec 3, kamor je nanešena topna frakcija. Če primerjamo stolpca 4 in 6, kjer sta topna 
in netopna frakcija v prisotnosti nikelj kelatnih kroglic, je pri obeh vidna šibka lisa okoli 
velikosti okoli 18 kDa. Iz teh podatkov je razvidno, da se nanotelo 3T1 s His oznako veže 
na Ni2+. Glede na rezultate pri nanotelesu 4T5, je nepričakovana lisa pri okoli 18 kDa v 
stolpcu 4, saj je v topni frakciji zanemarljiva količina proteina. Možno je, da se je vzorec 
netopne frakcije rahlo prelil v četrti žepek ob nanosu vzorcev na gel.  
4.4 Izražanje v večjem merilu 
Izražanje v večjem merilu smo izvedli v štirih 2 L stresalnih erlenmajericah, pri čemer je 
bilo v vsaki po 400 mL avtoindukcijskega gojišča ZYM-5052. Inokulirali smo jih s 












Avtoindukcijska gojišča smo inkubirali 22 ur pri 37 °C, nato pa merili absorbanco 10-
krat redčene bakterijske kulture pri 600 nm vsako uro ali pogosteje, dokler se ta ni ustalila. 
Gojišča smo nato shranili na –80 °C ter obdelali po eno naenkrat. Bakterijske celice smo 
nato lizirali in izločili netopno frakcijo s centrifugiranjem. Iz netopne frakcije smo 
izolirali nanotelo, ki smo ga izražali. Netopno frakcijo smo nato večkrat sprali s pufrom 
z ureo, da smo odstranili topne proteine.  
4.4.1 Izražanje nanotelesa 4T5 v večjem merilu 
Rezultati izražanja v večjem merilu (slika 4.6) so bili podobni rezultatom poskusnega 
izražanja (slika 4.4). Če primerjamo stolpca 2 in 3 na sliki 4.6, vidimo, da je v 
supernatantu zelo šibka lisa pri 18 kDa v primerjavi z lizatom. Lise v vzorcu lizata se 
sicer slabo ločijo med seboj, ker smo nanesli preveč vzorca in je zato celoten stolpec 
preveč intenzivno obarvan, malo pa moti tudi prisotnost DNA. Rezultati bi bili bolj 
nazorni, če bi na gel nanesli tudi netopno frakcijo, kjer se je nahajalo naše nanotelo. 
 
Slika 4.6 Analiza izražanja nanotelesa 4T5 v večjem merilu in frakcij postopka izolacije. Na 15-
odstotnem gelu NaDS-PAGE so nanešeni vzorci: 1-standard, 2-lizat, 3-supernatant, 4-supernatant po 
raztapljanju v 7 M gvanidinijevem hidrokloridu z 0,3 M Na2SO3, 5-oborina po raztapljanju v 7 M 
gvanidinijevem hidrokloridu z 0,3 M Na2SO3. 
4.4.2 Izražanje nanotelesa 3T1 v večjem merilu 
Analiza lizata in supernatanta, ki se nahajata v stolpcih 2 in 3, je pokazala, da se velika 
večina proteina nahaja v netopni frakciji (slika 4.7). Takšen rezultat smo glede na 
rezultate poskusnega izražanja (slika 4.5), tudi pričakovali. V stolpcu 2, kjer je nanešen 
supernatant, namreč ni videti lise tam, kjer bi se nahajalo naše nanotelo, torej pri velikosti 
okoli 18,4 kDa. Standard je slabše viden, ker se je del vzorca lizata med nanosom 












Analiza frakcij je pokazala, da so se med spiranjem s pufrom z ureo iz netopne frakcije 




Slika 4.7 Analiza izražanja nanotelesa 3T1 v večjem merilu in frakcij postopka izolacije. Na 15-
odstotnem gelu NaDS-PAGE so nanešeni vzorci: 1-standard, 2-lizat, 3-topna frakcija, 4-supernatant 
po spiranju s pufrom z 0,5 M sešnino, 5-supernatant po raztapljanju v 7 M gvanidinijevem 
hidrokloridu z 0,3 M Na2SO3, 6-pelet po raztapljanju v 7 M gvanidinijevem hidrokloridu z 0,3 M 
Na2SO3, 7-supernatant po dodatku ocetne kisline, 8–oborjeni proteini po dodatku ocene kisline, 
 9–renaturirani proteini, 10-oborina po renaturaciji. 
4.5 Sulfonacija in renaturacija 
Netopno frakcijo smo raztopili v gvanidinijevem hidrokloridu v prisotnosti Na2SO3 in s 
tem protein denaturirali, dodali smo še Thannhauserjev reagent, da smo prekinili 
disulfidne vezi in jih sulfonirali, da bi zmanjšali možnost tvorbe nepravilnih disulfidnih 
vezi. Dodali smo ocetno kislino in raztopino razredčili s hladno vodo. Protein se je na 
ledu oboril v obliki kosmičev. Te smo nato ponovno raztopili v gvanidinijevem 
hidrokloridu in protein poskusili renaturirati v renaturacijskem pufru, katerega sestavine 
pripomorejo k tvorbi pravilnih disulfidnih vezi. Pri tem je šlo za renaturacijo z redčitvijo 
vzorca. Poskusili smo tudi renaturacijo z dializo, vendar ta ni bila preveč uspešna. 
4.5.1 Sulfonacija in renaturacija nanotelesa 4T5 
V stolpcih 4 in 5 na sliki 4.8 sta supernatant in oborina, je ostala po raztapljanju v 
gvanidinijevem hidrokloridu v prisotnosti Na2SO3. Analiza NaDS-PAGE je pokazala, da 
je lisa, ki na gelu predstavlja nanotelo 4T5 mnogo bolj intenzivna v netopni frakciji kot v 
supernatantu. Vzorec supernatanta je bil zelo razredčen, zato smo ga oborili s TCA in je 
tako 3-krat bolj koncentriran od peleta. To pomeni, da se je večina proteina oborila in je 













Slika 4.8 Analiza izražanja nanotelesa 4T5 in frakcij postopka izolacije. Na 15-odstotnem gelu po 
NaDS-PAGE so nanešeni vzorci: 1-standard, 2-oborina po raztapljanju v 7 M gvanidinijevem 
hidrokloridu z 0,3 M Na2SO3, 3-oborina po renaturaciji, 4-supernatnt po renaturiraciji, 5-nevezana 
frakcija, 6-eluat z IMAC kolone. 
Lise v stolpcu 4 na sliki 4.8 predstavljajo supernatant po renaturaciji, torej koliko 
proteinov in kateri so se renaturirali. Ta je šibkejša od lise v stolpcu 3 pri enaki velikosti, 
ki predstavlja pelet po renaturaciji. Pri interpretaciji lis na sliki 4.8 moramo upoštevati, 
da so proteini v supernatantu bolj razredčeni, kot so v peletu, zato smo si pomagali tudi s 
primerjavo intenzivnosti lis drugih proteinov v vzorcu, kot je lisa nečistoče pri približno 
32 kDa. Renaturiranega proteina je bilo torej več, kot je videti na sliki 4.8. Ker je veliko 
nanotelesa še vseeno ostalo v peletu, smo postopek renaturacije ponovili. Iz primerjave 
stolpcev 3 in 4 je vidno tudi, da smo pri postopku renaturacije deloma očistili naše 
nanotelo, saj se večina ostalih proteinskih nečistoč ni renaturirala, ker jim očitno pogoji 
niso ustrezali, in so ostale v peletu. Takšna je na primer nečistoča pri velikosti 35,0 kDa. 
4.5.2 Sulfonacija in renaturacija nanotelesa 3T1 
V stolpca 5 in 6 (slika 4.7) sta bila nanešena vzorca, raztopljena v gvanidinjevem 
hidrokloridu, ki je motil potovanje proteinov, zato teh rezultatov ne moremo analizirati. 
V stolpcih 7 in 8 (slika 4.7) sta nanešena supernatant in oborina prisotnih proteinov po 
dodatku ocetne kisline. V stolpcu 8 opazimo močno liso pri okoli 18 kDa, kar pomeni, da 
se je večina nanotelesa 3T1 oborila. 
V stolpcih 9 in 10 sta supernatant po renaturaciji in pelet po renaturaciji. Oba stolpca 
imata vidno liso okoli 18 kDa, vendar je ta v stolpcu 10 intenzivnejša. To pomeni, da se 
je nekaj proteina renaturiralo, vendar ga je veliko še ostalo denaturiranega. Pelet smo zato 











4.6 Nikljeva afinitetna kromatografija 
Renaturiran protein smo dializirali, zato da smo iz pufra odstranili EDTA. Vzorec smo 
nato nanesli na kolono IMAC z Ni2+ ioni. Z oznako His se je vezal na nikljeve dvovalentne 
ione. Nanotelo se je s kolone eluiralo šele, ko smo naredili elucijo. V trenutku smo nanesli 
elucijski pufer, ki je imel visoko koncentracijo imidazola, kompetitivnega liganda za 
vezavo na Ni2+ ione. Pri eluciji smo si pomagali z napravo FPLC. Poleg nanoteles so v 
zmesi ostali še proteini, ki so se preko nespecifičnih interakcij kot je imidazolni obroč 
histidina vezali na kolono nespecifično. Nespecifična vezava proteinov je bolj izrazita 
takrat, ko imamo v vzorcu manjšo koncentracijo proteina z His oznako. 
4.6.1 Nanos nanotelesa 4T5 na kolono IMAC 
Z afinitetno kromatografijo smo uspešno izločili del nečistoč, nanotelo pa se je zaradi 
elucije v trenutku tudi skoncentriralo. Koncentriran vzorec s kolone najdemo v stolpcu 6 
na sliki 4.8. Nanotelo na tem gelu predstavlja lisa z navidezno maso okoli 19 kDa in je v 
stolpcu 6 intenzivnejša od lise v stolpcu 4, kar potrjuje, da se je nanotelo skoncentriralo. 
V nevezani frakciji so vsi proteini, ki se niso vezali na kolono. Vidimo, da v primerjavi s 
supernatantom po renaturaciji, pri okoli 18 kDa ni lise, torej se je celotno nanotelo 4T5 
vezalo na kolono. Nekaj nečistoč, ki so se nespecifično vezale na kolono, pa je v vzorcu 
še vseeno ostalo, najbolj izrazita je lisa pri približno 32 kDa. 
Na sliki 4.9 je z modro krivuljo prikazana elucija nanotelesa 4T5. Količina proteinov v 
vzorcu je sorazmerna z merjeno absorbanco pri 280 nm, ta je dosegla vrednost 
1244,96 mAU. Strm elucijski vrh je nastal zato, ker smo elucijo izvedli tako, da smo 
zamenjavo pufra v elucijski pufer izvedli naenkrat. Pri takšnem načinu elucije se protein 
eluira najhitreje, kar pomeni, da dobimo protein bolj skoncentriran, kot bi bil, če bi ga 
eluirali gradientno ali izokratsko. Slabost tega načina elucije je, da bi se v koncentriranem 




Slika 4.9 Elucija nanotelesa 4T5 s kolone IMAC, ki je označena z modro črto. Z oranžno črto je 
označen delež elucijskega pufra.. 
4.6.2 Nanos nanotelesa 3T1 na kolono IMAC 
Eluat nanotelesa 3T1 kolone IMAC z nikljevimi dvovalentnimi ioni ima podobno sestavo 
kot eluat nanotelesa 4T5. Vidna razlika je v čistoči vzorca nanotelesa 3T1. E. coli seva 
BL21[DE3] transformirane s plazmidom, ki je nosil zapis za nanotelo 3T1, so slabše rasle, 
kar je verjetno vplivalo tudi na izražanje nanotelesa. Nanotelesa 3T1 smo iz celic tako 
uspeli izolirati manj kot 4T5, vendar je bil vzorec čistejši. 
Primerjava nevezane frakcije in eluata 3T1 tudi pokaže, da se je večina proteina vezala 
















































Slika 4.10 Analiza frakcij postopka izolacije nanotelesa 3T1. Na 15-odstotnem gelu NaDS-PAGE so 
nanešeni vzorci: 1-standard, 2-nevezana frakcija, 3-eluat z kolone IMAC, 4-vzorec po cepitvi His 
oznake s proteazo TEV. 
Z modro krivuljo je na sliki 4.11 prikazana elucija nanotelesa 3T1 s kolone IMAC. 
Absorbanca pri 280 nm je dosegla vrednost 1012,93 mAU. Vrednost absorbance je 
sorazmerna s količino eluiranih proteinov.  
Ker je oblika krivulje pri obeh nanotelesih enako strma, elucijski vrh pa je nižji, lahko 
sklepamo, da je v eluatu 4T5 večja količina nanoteles kot v eluatu 3T1. Ta sklep so 
potrdile tudi izmerjene absorbance na spektrofotometru. 
 
Slika 4.11 Elucija nanotelesa 3T1 s kolone IMAC, ki je označena z modro črto. Z oranžno črto je 



















































Elucija 3T1 Delež elucijskega pufra
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4.7 Odcepitev His oznake s proteazo TEV 
His oznako smo odcepili s proteazo TEV in nanotelo ločili od proteaze TEV in His oznake 
tako, da smo vzorec še enkrat nanesli na kolono IMAC. Tokrat sta se na kolono vezali 
His oznaka in proteaza TEV, ki je tudi označena s His oznako. Na kolono se je 
nespecifično vezalo tudi nekaj ostalih proteinov, ki so bili v vzorcu. Nevezano frakcijo 
smo shranili, saj se je v njej nahajalo očiščeno nanotelo. 
4.7.1 Cepitev s proteazo TEV pri nanotelesu 4T5 
Cepitev s proteazo TEV je uspela, kar je vidno na sliki 4.12, če primerjamo intenzivno 
liso pri 18 kDa v stolpcu 3 in intenzivno liso pri 15 kDa v stolpcu 4, ki predstavljata 
nanotelo. Zelo opazen je premik lise navzdol. Ob cepitvi His oznake se je molska masa 
proteina s 16,3 kDa zmanjšala na 13,9 kDa.  
 
Slika 4.12 Analiza frakcij postopka izolacije nanotelesa 4T5. Na 15-odstotnem gelu NaDS-PAGE so 
nanešeni vzorci: 1-standard, 2-nevezana frakcija, 3-eluat kolone IMAC, 4-vzorec po cepitvi His 
oznake s proteazo TEV. 
 
4.7.2 Cepitev s proteazo TEV pri nanotelesu 3T1 
Tudi nanotelesu 3T1 je proteaza TEV uspešno odcepila His oznako. Če primerjamo 
stolpca 3 in 4 na sliki 4.13, vidimo opazen premik intenzivne lise, ko se je masa proteina 
z 16,3 kDa zmanjšala na 13,9 kDa. Vzorec je med nanosom na kolono izgubil tudi nekaj 
nečistoč. His oznaka se na gelu NaDS-PAGE ne vidi, ker je premajhna. 
Na sliki 4.13 v zadnjih treh stolpcih vidimo, da se je nekaj proteinov, ki ustrezajo velikosti 
nanoteles brez oznake His, nespecifično vezala na kolono. Možno je, da je med temi 













Slika 4.13 Analiza frakcij pred in po cepitvi s proteazo TEV ter po koloni IMAC. Na 15-odstotnem 
gelu NaDS-PAGE so nanešeni vzorci: 1-standard, 2-oborjeni proteini po dodatku ocetne kisline, 3-po 
cepitvi s proteazo TEV, 4-združene nevezane frakcije, ki so vsebovale nanotelo 3T1, 5-26. frakcija 
elucije, 6-27. frakcija elucije, 7-29. frakcija elucije. 
4.8 Koncentriranje nanotelesa 
Med odstranjevanjem oznake His se je protein razredčil, zato smo ga morali 
skoncentrirati, poleg tega pa je bilo potrebno odstraniti tudi imidazol iz vezavnega pufra. 
Nanotelo smo dializirali in koncentrirali v 15 mL centrifugirki Amicon Ultra s 3K filtrom. 
Med koncentriranjem smo imeli nekaj izgub, saj se je nanotelo očitno kljub mešanju s 
pipeto nespecifično vezalo na filter. Za vsak primer, če bi bil filter poškodovan, smo 
filtrat, katerega absorbanca ni bila zanemarljiva, shranili in ga nanesli na NaDS-PAGE. 
Filtrati so bili na gel nanešeni v zadnje štiri žepke, kjer ni vidnih lis pri velikosti našega 
nanotelesa, kar prikazuje slika 4.14. Filtrati so bili koncentrirani s TCA. To pomeni, da 
so bili proteini v filtratu manjši od 14,4 kDa in da filter očitno ni bil poškodovan. Če so 
v filtratu svetlobo absorbirali proteini, so ti morali biti manjši tudi od 3 kDa, saj filter 













Slika 4.14 Analiza frakcij nanotelesa 3T1 pred in po cepitvi s TEV, nanosu na kolono IMAC ter 
filtratov po koncentriranju z Amicon centrifugirko s filtrom. Na 15-odstotnem gelu NaDS-PAGE so 
nanešeni vzorci: 1-standard, 2-lizat, 3-vzorec po cepitvi s proteazo TEV, 4-združene nevezane 
frakcije, ki so vsebovale nanotelo 3T1, 5-26. frakcija elucije, 6-27. frakcija elucije,7-prvi filtrat po 
cepitvi s proteazo TEV, 8-drugi filtrat po cepitvi s proteazo TEV, 9-tretji filtrat po cepitvi s proteazo 
TEV, 10-četrti in peti filtrat po cepitvi s proteazo TEV. 
4.9 Kromatografija z ločevanjem po velikosti 
S kromatografijo z ločevanjem po velikosti smo poskusili ugotoviti, če nanotelesi 4T5 in 
3T1 dimerizirata v prisotnosti dvovalentnih kobaltovih ionov. Del koncentriranega 
proteina smo nanesli na kolono Superdex 75 10/300 GL brez kobaltovih ionov, da smo 
ugotovili, kdaj se eluira monomer. Iz informacij o koloni smo pričakovali, da bo elucijski 
volumen med 12 in 13 mL [14]. 
V drugi del vzorca smo zmešali toliko CoCl2 × 6 H2O, da sta bili molarna koncentracija 
Co2+ ionov in nanotelesa 4T5 enaki. Nanotelesa 3T1 v prisotnosti Co2+ ionov nismo 
nanesli, ker smo ocenili, da je koncentracija nanoteles za eksperiment premajhna.  
Če bi prišlo do dimerizacije nanotelesa zaradi dodatka kobaltovih ionov (slika 4.15), bi 
se dimer eluiral pri volumnu med 10,5 in 11 mL [14]. 
4.9.1 Kromatografija z ločevanjem po velikosti za nanotelo 4T5 
Rezultati kromatografije so prikazani na sliki 4.16. Elucija 4T5 je na grafu prikazana z 
modro krivuljo. Kot smo pričakovali glede na informacije o koloni Superdex 75 10/300 
GL [14], se je nanotelo 4T5, velikosti 13,9 kDa, eluiralo pri 12 do 13 mL, z elucijskim 
vrhom pri 12,8 mL. Nanesli smo 100 µL raztopine nanotelesa s koncentracijo 
1,162 mg/mL. Pri približno 7 ml se je eluirala neznana nečistoča, večja od 67 kDa. 
Nečistoča, ki se je eluirala pri 18 mL, je najverjetneje His oznaka, saj velikost 3–4 kDa 
ustreza velikosti delcev, ki se eluirajo pri tem volumnu, kar ustreza tudi velikosti His 
oznake. Ob eluciji His oznake je narasla tudi prevodnost vzorca, kar je logično, saj je 













Slika 4.15 Struktura teoretičnega homodimera nanotelesa 4T5. Slika je bila narejena v programu 
UCSF Chimera [6]. 
Oranžna krivulja na sliki 4.16 prikazuje elucijsko krivuljo nanotelesa 4T5 s Co2+ ioni. 
Bazna linija je pomaknjena v negativne vrednosti, ker UV nismo nastavili na vrednost 0. 
Pred uporabo je bila kolona namreč v drugem pufru. Na kolono smo nanesli 100 µL 
nanotelesa 4T5 z masno koncentracijo 0,38 mg/mL in 2,74 × 10-5 M s koncentracijo 
CoCl2 × 6 H2O, ki je enaka množinski koncentraciji nanotelesa 4T5. Kolona je bila v 
pufru z enako koncentracijo Co2+ ionov. Ker smo nanesli veliko manjšo koncentracijo 
proteina, je elucijski vrh nižji od elucijskega vrha 4T5 brez Co2+ ionov. Zato je elucijski 
vrh tudi ožji. Okoli 11 mL, kjer bi bil elucijski vrh homodimera, bazna linija rahlo naraste, 
vendar ni elucijskega vrha. Če bi nanotelesa v prisotnosti Co2+ ionov dimerizirala, bi se 
elucijski vrh monomera premaknil proti manjšem volumnu, saj bi zaradi velikosti potoval 
hitreje. Elucijski vrh monomera bi se v tem primeru znižal. Žal za nobenega od znakov, 
ki bi kazali na dimerizacijo, ne moremo trditi, da drži. Elucijska krivulja vzorca v 
prisotnosti kobaltovih ionov ima vrh pri 12,77 mL, torej pri malo manjšem volumnu, kot 
ga je imel vzorec brez kobaltovih ionov.  
Nanotelo 4T5 pod pogoji, ki smo jih uporabili, ni dimeriziralo. Mogoče je ravnotežje tako 
močno pomaknjeno proti monomerni obliki, da je količina homodimera zanemarljiva in 
tako neuporabna tudi za poskus kristalizacije MLKL. Morda pa je bila nanešena 
koncentracija proteina prenizka, da bi zaznali pojav dimera. Glede na rezultate Nejca 
Arha, ki je proučeval podobne proteine, bi mogoče dobili bolj izrazit rezultat, če bi nanesli 




Slika 4.16 Elucijski krivulji nanotelesa 4T5 z in brez Co2+ pri kromatografiji z ločevanjem po 
velikosti. 
4.9.2 Kromatografija z ločevanjem po velikosti za nanotelo 3T1 
Na kolono Superdex 75 10/300 smo nanesli tudi nanotelo 3T1 (slika 4.17), vendar nam 
ga ni uspelo izolirati dovolj, da bi dobili lep elucijski vrh, zato ga s Co2+ ioni nismo niti 
poskusili nanesti. Nanesli smo 100 µL 0,0285 mg/mL nanotelesa. Rahel vrh je viden 
okoli 12 do 13 mL, pri približno 18 mL pa zopet opazimo elucijski vrh His oznake. 
 


































































V bakterijskem sistemu E. coli seva BL21[DE3] smo v avtoindukcijskem mediju izrazili 
nanotelesi 4T5 in 3T1. Izolirali smo ju iz inkluzijskih telesc ter ju s pomočjo sulfoniranja 
in renaturacije zvili v nativno strukturo. Renaturirana proteina smo očistili z nikljevo 
kolono IMAC. Nato smo oznako His odcepili s proteazo TEV. Oba vzorca smo nanesli 
na kolono za kromatografijo z ločevanjem po velikosti brez Co2+ ionov. S Co2+ ioni smo 
nanesli le nanotelo 4T5, saj je bilo nanotelesa 3T1 premalo. Nanotelo 4T5 pod pogoji, ki 
smo jih uporabili, ni dimeriziralo. Za nadaljnje delo bi morali izraziti večjo količino obeh 
nanoteles, za primerjavo pa tudi nanotelo M33. Tako bi lahko preverili dimerizacijo pri 
večji koncentraciji proteinov, lahko pa bi tudi preizkusili, če dimerizacijo lahko sproži 
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